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(54) Title: RNA POLYMERASE I TRANSCRIPTION FACTOR TIF-IA 



(54) Bezeichnung: RNA POLYMERASE I TRANS KRIPTIONSFAKTOR TIF-IA 



(57) Abstract 



The invention relates to an RNA polymerase I transcription factor TIF-IA and related proteins the concentration and/or activity of 
which is correlated with the cell proliferation rate, and to DNA sequences encoding said proteins. The invention also relates to ligands 
and antagonists binding to RNA polymerase I transcription factor TIF-IA or related proteins, and to antisense RNAs or ribozymes directed 
against the expression of TIF-IA. The inventive compounds are useful in the prophylaxis or treatment of diseases that are related to an 
increased or a reduced cell proliferation. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen RNA Polymerase I Transkriptionsfaktor TIF-IA und dazu verwandte Proteine, deren 
Konzentration und/oder Aktivitat mit der Zellproliferationsrate korreliert sind, sowie diese Proteine codierende DNA-Sequenzen. Die 
vorliegende Erfindung betrifft femer an RNA Polymerase I Transkriptionsfaktor TIF-IA bzw. dazu verwandte Proteine bindende Liganden. 
Antagonisten, sowie gegen die TIF-IA Expression gerichtete Antisense-RNAs bzw. Ribozyme. Diese Verbindungen sind zur Pravention 
Oder Behandlung von Erkrankungen von Nutzen. die mit einer erhohten oder verringerten ziellproliferadon in Zusammenhang stehen. 
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RNA Polymerase X Transkriptionsf aktor TXF-XA 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktor TIF-IA und dazu verwandte Proteine, deren 
Konzentration und/oder Aktivitat rait der 
Zellprolif erationsrate korreliert sind, sowie diese Proteine 
codierende DNA-Seguenzen . Die vorliegende Erfindung betrifft 
ferner an RNA Polymerase I Transkriptionsf aktor TIF-IA bzw. 
dazu verwandte Proteine bindende Liganden, beispielsweise 
Antikorper, Antagonisten, sowie gegen die TIF-IA Expression 
gerichtete Antisense-RNAs bzw. Ribozyme. SchlieSlich betrifft 
die vorliegende Erfindung Arzneimittel und Diagnoseverf ahren, 
bei denen die vorstehenden Verbindungen zur Anwendung koramen. 

Die Synthese ribosomaler RNAs (rRNAs) durch RNA Polymerase I 
(Pol I) wird in Abhangigkeit von externen Signalen, wie z.B. 
Wachs turns f aktor en, Hormonen, Nahrstoffen und Effektoren ftir 
Wachstum und Dif f erenzierung au£erst effizient reguliert. 
Dementsprechend ist in Tumorzellen, die unkontrolliertes 
Zellwachstum aufweisen, die rRNA-Syntheserate drastisch erhoht 
(Grummt, I. : "Regulation of Mammalian Ribosomal Gene 
Transcription by RNA Polymerase I.", Progr. NAR Sc Mol . Biol. 
(1999) 62, 109-154) . Die molekularen Mechanismen, die die 
Transkriptionsaktivitat von Klasse I-Genen mit dem 
Zellwachstum verkniipfen, sind allerdings noch weitgehend 
unbekannt . Die Aufklarung der Prozesse, durch die 
extrazellulare Signale in den Zellkern bzw. Nukleolus 
iibertragen werden, um dort die Transkriptionsrate positiv oder 
negativ zu beeinf lussen, erfordert daher die strukturelle und 
funktionelle Analyse der am Transkriptionsprozess beteiligten 
Proteinf aktoren, die Untersuchung deren Wechselwirkungen sowie 
die Identif izierung modif izierender Enzyme, beispielsweise 
Proteinkinasen und Proteinphosphatasen, die die Aktivitat 
bestimmter Transkriptionsf akoren in Abhangigkeit von der 
zellularen Prolif erationsrate regulieren . 
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Ein Faktor, der fiir die wachs turns abhangige Regulation der 
rDNA-Transkription verantwortlich ist, ist TIF-IA, dessen 
Konzentration und/oder Aktivitat in Abhangigkeit von der 
Prolif erationsrate der Zellen fluktuiert. TIF-IA wurde bereits 
1983 funktionell identif iziert (Buttgereit et al . , Nucleic 
Acids Res. 13 (1985), 8165-8180) und in den folgenden Jahren 
biochemisch charakterisier t (Mahajan und Thompson, 
J.Biol .Chem. 265 (1990), 16225-16233 ; Schnapp et al . , 
Mol. Cell. Biol. 13 (1993) , 6723-6732) . Diese Untersuchungen 
lieferten folgende wichtige Befunde: (1) TIF-IA ist ein 
essentieller Ini tiationsf aktor fiir Pol I, der dem bakteriellen 
a-Faktor funktionell homolog zu sein scheint. Wie fur den o- 
Faktor gezeigt, ist auch TIF-IA mit der Initiations- 
kompetenten Form der Pol I, dem Pol I *^Holo-Enzym" , assoziiert 
und wird nach der Initiationsreaktion von Pol I freigesetzt; 
(2) die Menge und/oder Aktivitat von TIF-IA korreliert mit der 
Proliferationsrate der Zellen, d.h. Extrakte aus Wachstums- 
arretierten Zellen sind transkriptionell inaktiv, sie konnen 
jedoch durch Zusatz von partiell gereinigtem TIF-IA 
komplementiert werden; und (3) die biochemische Aufreinigung 
von TIF-IA ergab, daS weniger als tausend TIF-IA-Molekiile 
selbst in exponentiell wachsenden Zellen vorhanden sind. 

Aufgrund der biologischen Eigenschaf ten von TIF-IA kann davon 
ausgegangen werden, daS dieser bei der Prevention und/oder 
Behandlung von Erkrankungen ntitzlich sein kann, bei der eine • 
Stimulation der Zellprolif eration durch eine Aktivierung der 
zellularen rRNA-Synthese therapeutisch sinnvoll ist, 
beispielsweise zur Unterstutzung der Gewebsregeneration nach 
Verletzungen oder Strahlentherapie. Andererseits kann auch die 
Moglichkeit der I n a k t i v i e r u n g von TIF-IA zur 
Prolif erationshemmung bzw. zur Pravention und/oder Behandlung 
von Erkrankungen verwendet werden, die mit einer erhohten 
Zellproliferation einhergehen, beispielsweise 
Tumorerkrankungen . Eine seiche Inakti vierung kann auf 
verschiedenen Ebenen erfolgen, beispielsweise auf genetischer 
Ebene ( "Knock out", Heramung der Translation durch Antisense- 
RNAs Oder Ribozyme) oder Protein-Ebene (TIF-IA hemmende 
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Liganen oder Antagoni s ten , Kinase / Phosphatase- Inihibo toren , 
Hemmung der der Bindung von TIF-IA an Pol I etc.)- 
Voraussetzung ftir die vorstehend diskutierten therapeutischen 
Moglichkeiten ist allerdings, daS TIF-IA als Protein in 
ausreichenden Mengen und in moglichst reiner Form zur 
Verftigung steht bzw. das TIF-IA codierende Gen, was einerseits 
dessen rekombinante Herstellung ermoglicht, andererseits auch 
eine auf Gentherapie basierende Behandlung. Allerdings war 
bisher selbst die partielle Reinigung von TIF-IA auSerst 
schwierig, da, wie bereits ausgefiihrt, das Protein nur in sehr 
geringen Mengen in der Zelle vorhanden und vermutlich dariiber 
hinaus sehr labil ist. Ausgehend von mehreren hundert Litem 
kultivierter Zellen konnte TIF-IA zwar liber eine Kombination 
von neun chromatographischen Schritten gereinigt werden, wobei 
die TIF-IA-Aktivitat itiit einem 75 kDa Protein korreliert 
(Schnapp et al . , supra), allerdings waren bisher weder die 
Reinheit noch die Menge an biochemisch gereinigtem TIF-IA 
ausreichend, um dieses therapeutisch einsetzen bzw. um 
partielle Aitiinosauresequenzen bestimmen zu konnen, was die 
Entwicklung von Sonden fiir das TIF-IA codierende Gen erlauben 
wurde . 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem 
zugrunde, (1) das TIF-IA- Protein in ausreichender Menge und 
reiner Form und (2) das TIF-IA codierende Gen bereitzustellen, 
was beispielsweise dessen rekombinante Herstellung gestattet. 

Die Losung dieses technischen Problems wird durch die 
Bereitstellung der in den Patentansprtichen gekennzeichneten 
Ausf lihrungsf ormen erzielt . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine DNA- 
Sequenz, die einen RNA Polymerase I Transkriptionsf aktor TIF- 
IA mit der in Figur 2 gezeigten Aminosauresequenz codiert, 
wobei in einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm die DNA-Sequenz die 
in Figrur 2 gezeigte Nucleinsauresequenz enthalt. 
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Die vorliegende Erfindung beruht auf der Isolierung einer 
cDNA-Sequenz, die hiimanen TIF-IA codiert. Da es bisher nicht 
moglich war, TIF-IA in solchen Mengen und in solcher Reinheit 
bereitzustellen, daS - beispielsweise von einer partiellen 
Aminosauresecfuenz ausgehend - Sonden fur die erfolgreiche 
Clonierung des Gens entwickelt werden konnten, wurde in der 
vorliegenden Erfindung eine andere Strategic zur Bestimmung 
des TIF-IA codierenden Gens eingeschlagen. Dabei wurde in 
Genbanken nach DNA-Sequenzen gesucht, die Homologie zu Genen 
aufweisen, die fur die Pol I Transkription in Hefe 
verantwortlich sind. Diese Vorgehensweise, die schlieElich zur 
Isolierung eines TIF-IA codierenden Clons fiihrte, wird in den 
nachstehenden Beispielen ausfiihrlich beschrieben. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner eine DNA-Seqnaenz , 
die ein Protein mit den biologischen Eigenschaf ten eines KNA 
Polymerase I Transkriptionsf aktors TIF-IA codiert, die sich 
von der DNA-Sequenz von Figur 2 in der Codonsequenz aufgrund 
der Degeneration des genetischen Codes unterscheidet , die mit 
den vorstehenden DNA-Sequenzen hybridisiert Oder die ein 
Fragment, eine allelische Variante oder eine andere Variante 
der vorstehenden DNA-Sequenzen ist. 

Der in der vorliegenden Erfindung verwendete Begriff 
"hybridisieren" bezieht sich auf konven t i one 1 1 e 
Hybridisierungsbedingungen, vorzugsweise auf. 
Hybridisierungsbedingungen, bei denen als Losung SxSSPE, 1% 
SDS, IxDenhardts-Losung verwendet wird und/oder die 
Hybridisierungstemperaturen zwischen 35°C und 70°C, 
vorzugsweise bei 65^C liegen. Nach der Hybridisierung wird 
vorzugsweise zuerst mit 2xSSC, 1% SDS und danach mit 0,2xSSC 
bei Temperaturen zwischen 35''C und 70°C, vorzugsweise bei 65^C 
gewaschen (zur Definition von SSPE,SSC und Denhardts-Losung 
siehe Sarabrook et al.. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
2. Ausgabe, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor NY (1989)). Besonders bevorzugt sind stringente 
Hybridisierungsbedingungen, wie sie beispielsweise in Sambrook 
et al supra, beschrieben sind. 
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Die in der vorliegenden Erfindung verwendeten Begriffe 
"Varianten" oder ''Fragment" umfassen DNA-Seguenzen, die sich 
gegeniiber den in Figur 2 angegebenen Sequenzen durch 
Deletion ( en) , Insertion (en) , Austausch(e) xind/oder andere im 
Stand der Technik bekannte Modif ikationen unterscheiden bzw. 
ein Fragment des ursprtinglichen Nucleinsauremolekiils umfassen, 
wobei das durch diese DNA-Sequenzen codierte Protein noch die 
biologischen Eigenschaf ten von TIF-IA aufweist und in Saugern 
biologisch aktiv ist. Dazu zahlen auch Allelvarianten . 
Verf ahren zur Erzeugung der vorstehenden Anderungen in der 
Nucleinsauresequenz sind dem Fachmann bekannt und in 
S tandar dwer ken der Mo 1 ekul arbi o 1 og i e beschrieben, 
beispielsweise in Sambrook et al . , supra. Der Fachmaiin ist 
auch in der Lage, zu bestimmen, ob ein von einer so 
veranderten Nucleinsauresequenz codiertes Protein noch tiber 
die biologischen Eigenschaf ten von TIF-IA verftigt, 

Durch die Erniedrigung oder Hexnmung der Expression der 
vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen, kann die Synthese von 
TIF-IA bzw. verwandten Proteinen verringert oder eliminiert 
werden, was beispielsweise bei den in der Einleitung 
beschriebenen Krankheitszustanden wiinschenswert ist. Daher 
betrifft eine weitere bevorzugte Ausf iihrungsf orm der 
vorliegenden Erfindung eine Antisense-RNA, die dadurch 
gekennzeichnet ist, daS sie zu den vorstehenden DNA-Sequenzen 
komplementar ist und die Synthese des von diesen DNA-Sequenzen 
codierten TIF-IA verringern oder hemmen kann und ein Ribozym, 
das dadurch gekennzeichnet ist, daS es zu den vorstehenden 
DNA-Sequenzen komplementar ist und an die von diesen DNA- 
Sequenzen transkribierte RNA spezifisch binden und diese 
spalten kann, wodurch die Synthese des von diesen DNA- 
Sequenzen codierten TIF-IA ebenfalls verringert oder gehemmt 
wird. Vorzugsweise sind diese Antisense-RNAs und Ribozyme zu 
einer codierenden Region der mRNA komplementar. Der Fachmann 
ist in der Lage, ausgehend von den offenbarten DNA-Sequenzen, 
geeignete Antisense-RNAs herzustellen und anzuwenden. 
Geeignete Vorgehensweisen sind beispielsweise in EB-Bl 0 223 
399 Oder EP-Al 0 458 beschrieben. Ribozyme sind RNA-Enzyme und 
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bestehen aus einem einzelnen RNA-Strang. Diese kSnnen andere 
RNAs intermolekular spalten, beispielsweise die von den 
erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen transkribierten mRNAs . Diese 
Ribozyme miissen prinzipiell tiber zwei Domanen verfiigen, (1) 
eine katalytische DomSne und, (2) eine Domane, die zu der 
Ziel-RNA komplementar ist und an diese binden kann, was die 
Voraussetzung fur eine Spaltung der Ziel-RNA ist. Ausgehend 
von in der Literatur beschriebenen Vorgehensweisen ist es 
inzwischen moglich, spezifische Ribozyme zu konstruieren, die 
eine gewunschte RNA an einer bestimmten, vorgewahlten Stelle 
schneiden (siehe beispielsweise Tanner et al., in: Antisense 
Research and Applications, CRC Press, Inc. (1993), 415-426). 
Vorzugsweise weisen die erf indungsgemaSen Antisense-RNAs bzw. 
Ribozyme einen Bereich auf, der zu der Ziel-DNA iiber eine 
Lange von 12 Nucleotiden, bevorzugt 15 Nucleotiden, starker 
bevorzugt 20 Nucleotiden komplementar ist. 

Die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen bzw. die die vorstehend 
beschriebenen Antisense-RNAs oder Ribozyme codierenden DNAs 
k5nnen auch in einen Vektor bzw. Expressionsvektor inseriert 
werden. Somit umfaSt die vorliegende Erfindxing auch diese DNA- 
Sequenzen enthaltende Vektoren bzw. Expressionsvektoren. Die 
Bezeichnung "Vektor" bezieht sich auf ein Plasmid (pUClS, 
PBR322, pBlueScript etc.). auf ein Virus oder ein anderes 
geeignetes Vehikel. In einer bevorzugten Aus fuhrungs form ist 
das erfindungsgemaSe DNA-Molekiil im Vektor mit regulatorischen 
Elementen funktionell verkniipft, die dessen Expression in 
prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtszellen erlauben. 
Seiche Vektoren enthalten neben den regulatorischen Elementen, 
beispielsweise einem Promotor, typischerweise einen 
Replikationsursprung und spezifische Gene, die die 
phanotypische Selektion einer transf ormierten Wirtszelle 
erlauben. Zu den regulatorischen Elementen fur die Expression 
in Prokaryoten, beispielsweise E.coli, zahlen der lac-,trp- 
Promotor oder T7-Promotor, und fiir die Expression in 
Eukaryoten der AOXl- oder GALl-Promotor in Hefe und der CMV- 
,SV40-,RVS-40-Promotor, CMV- oder SV40-Enhancer fiir die 
Expression in tierischen Zellen. Weitere Beispiele fiir 
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geeignete Promotoren sind der Metallothionein I- und der 
Polyhedrin- Promoter . Zu geeigneten Bxpressionsvektoren fiir 
E.coli zahlen beispielsweise pGEMEX, pUC-Derivate , pGEX-2T, 
pET3b und pQE-8, wobei letzterer bevorzugt ist. Zu den fiir die 
Expression in Hefe geeigneten Vektoren zahlen pYlOO und 
Ycpadl, fxir die Expression in Saugerzellen pMSXND, pKCR, 
pEFBOS, cDM8 und pCEV4 . Zu den e r f i ndungs g emaSen 
Bxpressionsvektoren zahlen auch von Baculovirus abgeleitete 
Vektoren fiir die Expression in Insektenzellen, beispielsweise 
pAcSGHisNT-A. 

Allgemeine, auf dem Fachgebiet bekannte Verfahren konnen zur 
Konstruktion von E xp r e s s i o n s v e k t o r e n , die die 
e r f i n du n g s g e m a S e n DN A - S e qu e n z e n und geeignete 
Kontrollsequenzen enthalten, verwendet warden. Zu diesen 
Verfahren zahlen beispielsweise in vitro- 
Rekombinationstechniken, synthetische Verfahren, sowie in 
vivo-Rekombinationsverf ahren, wie sie beispielsweise in 
Sjambrook et al., supra, beschrieben sind. Die 
erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen konnen auch in Verbindung mit 
einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid codierenden DNA 
inseriert werden, so daS die erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen 
beispielsweise in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden 
konnen . 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die vorstehend 
beschriebenen Vektoren enthaltende Wirtszellen. Zu diesen 
Wirtszellen zahlen Bakterien (beispielsweise die E. coli-Starame 
HBlOl, DHl, X1776, JMlOl, JM109, BL21 und SG13009), Hefe, 
vorzugsweise S. cerevisiae, Insektenzellen, vorzugsweise sf9- 
Zellen, und Tierzellen, vorzugsweise Saugerzellen. Bevorzugte 
Saugerzellen sind CHO-, VERO- , BHK-, HeLa-, COS-, MDCK, 293- 
und WI38-Zellen. Verfahren zur Transformation dieser 
Wirtszellen, zur phanotypischen Selektion von Transf ormanten 
und zur Expression der erf indungsgemaSen DNA-Molekiile unter 
Verwendung der vorstehend beschriebenen Vektoren sind auf dem 
Fachgebi e t bekannt . 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen von den 
erf indungsgeraaSen DNA-Sequenzen codierten RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktor TIF-IA bzw. Proteine mit dessen 
biologischer Aktivitat sowie Verfahren zu deren rekombinanten 
Herstellung unter Verwendung der er f indungsgemaSen 
Expressionsvektoren. Das erf indungsgemalSe Verfahren lomfaSt die 
Kultivierung der vorstehend beschriebenen Wirtszellen unter 
Bedingungen, die die Expression des Proteins (bzw. 
Fusionsproteins) erlauben (vorzugsweise stabile Expression), 
und die Gewinnung des Proteins aus der Kultur oder aus den 
Wirtszellen. Dem Fachmann sind Bedingungen bekannt, 
transf ormierte bzw. transf izierte Wirtszellen zu kultivieren. 
Geeignete Reinigungsverf ahren (beispielsweise praparative 
Chromatographies Af f initatschromatographie , beispielsweise 
Immunoaf f initatschromatographie, HPLC etc.) sind ebenfalls 
allgemein bekannt . 

Eine bevorzugte Ausf tihrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
betrifft Liganden gegen die vorstehend beschriebenen 
erfindungsgemaSen Proteine (TIF-IA oder verwandte Proteine) . 
Diese Liganden konnen beispielsweise in diagnostischen Assays 
verwendet werden oder ftir therapeutische Zwecke, wobei es nach 
Anlagerung an das Zielmolekul, d.h. TIF-IA, zu dessen Hemmung 
kommt, d.h. es kann nicht mehr an sein Ziel, Pol I, binden und 
diese somit nicht mehr aktivieren. Verfahren zur Isolierung 
bzw. Synthese solcher Liganden sind dem Fachmann bekannt. 
Beispielsweise konnen m5gl i cherwe i s e ntitzliche 
aktivitatshemmende Verbindungen in Extrakten von natiirlichen 
Produkten als Ausgangsmaterial gescreent werden. Solche 
Extrakte konnen beispielsweise aus Pilzen, Actinomyceten, 
Algen, Insekten, Protozoen, Pflanzen und Bakterien stammen. 

Vorzugsweise handelt es sich bei dem erf indungsgemaSen 
Liganden um einen AntikSrper oder ein Fragment davon. Diese 
Antikorper konnen monoclonale, polyclonale oder synthetische 
Antikorper sein oder Fragmente davon. In diesem Zusammenhang 
bedeutet der Begriff "Fragment" alle Teile des monoclonalen 
Antikorpers (z.B. Fab-, Fv- oder "single chain Fv" -Fragmente ) , 
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welche die gleiche Epitopspezif itat wie der vollstandige 
Antikorper aufweisen. Die Herstellung solcher Fraginente ist 
dem Fachmann bekannt. Vorzugsweise handelt es sich bei den 
erf indungsgemafeen Antikorpern xom monoclonale Antikorper. Die 
erf indungsgemafien Antikorper konnen gemaS Standardverf ahren 
hergestellt werden, wobei vorzugsweise der von den 
erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen codierte TIF-IA oder ein 
synthetisches Fragment davon als Inimunogen dienen. Verf ahren 
zur Gewinnung monoclonaler TUntikorper sind dem Fachmann 
bekannt . 

In einer besonders bevorzugten Ausf tihrungsf orm ist der 
genannte monoclonale Antikorper ein aus einem Tier (z.B. Maus) 
stammender Antikorper, ein humanisierter Antikorper oder ein 
chimarer Antikorper oder ein Fragment davon. Chimare, 
menschlichen Antikorper ahnelnde oder hiimanisierte Antikorper 
besitzen eine herabgesetzte potentielle Antigenitat , jedoch 
ist ihre Affinitat gegeniiber dem Ziel nicht herabgesetzt . Die 
Herstellung von chimaren und humanisierten Antikorpern bzw. 
von den menschlichen Antikorpern ahnelnden Antikorpern wurde 
ausfiihrlich beschrieben (siehe beispielsweise Queen et al . , 
Proc^ Natl. Acad. Sci . USA 86 (1989), 10029, und Verhoeyan et 
al.. Science 239 (1988), 1534). Humanisierte Iromunglobuline 
weisen variable Grundgeriistbereiche auf, die im wesentlichen 
von einem h\imanen Immunglobulin stammen (mit der Bezeichnung 
Akzeptor-Immunglobul in) und die Komplementaritat der 
determinierenden Bereiche, die im wesentlichen von einem 
nicht-menschlichen Immunglobulin (z.B. von der Maus) stammen 
(mit der Bezeichnung Donor-Immunglobulin) . Die (der) 
konstante(n) Bereich(e) stammt (stammen), falls vorhanden, 
auch im wesentlichen von einem menschlichen Immunglobulin. Bei 
der Verabreichung an menschliche Patienten bieten humanisierte 
(sowie die menschlichen) Antikorper eine Reihe von Vorteilen 
gegeniiber Antikorpern von Mausen oder anderen Spezies: (a) das 
menschliche Immunsystem sollte das Grundgerust oder den 
konstanten Bereich des humanisierten Antikorpers nicht als 
fremd erkennen und daher sollte die Antikorperantwort gegen 
einen solchen injizierten AntikSrper geringer ausf alien als 
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gegen einen vollstSndig fremden Maus-Antikorper oder einen 
partiell fremden chimaren AntikSrper; (b) da der 
Ef fektorbereich des hiJinanisierten Antikorpers menschlich ist, 
interagiert er besser mit anderen Teilen des menschlichen 
Immunsys terns, und (c) injizierte humanisierte Antikorper 
weisen eine Halbwertszeit auf , die im wesentlichen zu der von 
nattirlich vorkommenden menschlichen Antikorpern aquivalent 
ist, was es erlaubt, kleinere und weniger hSufige Dosen im 
Vergleich zu Antikorpern anderer Spezies zu verabreichen . 

Die erfindungsgemaSen Antikorper konnen beispielsweise auch 
zur Immunprazipitation des erf indungsgemafien TIF-IA, zur 
Isolierung verwandter Proteine aus cDNA-Expressionsbanken oder 
fur diagnostische Zwecke (siehe unten) veirwendet werden. Die 
vorliegende Erfindung betrifft auch ein Hybridom, das den 
vorstehend beschriebenen monoclonalen Antikorper erzeugt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm betrifft die 
vorliegende Erfindung Antagonisten fur TIF-IA bzw. damit 
verwandte Proteine. Diese erlauben in vivo ebenfalls eine 
Hemmung der rRNA-Transkriptionsrate . Zu den moglichen 
Antagonisten zahlen Peptide, die dadurch gewonnen werden 
konnen, dafi beispielsweise Oligopeptide mit nach dem 
Zufallsprinzip erzeugten Sequenzen gescreent werden, um so 
TIF-IA Inhibitoren auffinden zu konnen. Solche Peptide konnen 
direkt als Wirkstoffe verwendet werden, oder um die 
Orientierung oder Lage einer f unktionellen Gruppe auf zuf inden, 
die TIF-IA Aktivitat hemmen kann, was wiederxim zum Entwurf und 
dem Austesten eines inhibitorischen kleinen Molektils ftihrt, 
Oder wobei das Peptid das Riickgrat fur chemische Modif izierung 
wird, die dessen pharmakologischen Verwendungsmoglichkei ten 
steigern. Bei dem Peptid kann es sich um strukturelle 
Imitatoren handeln, es konnen aber auch 
Molekulmodulierungsprogramme verwendet werden, um Imitatoren - 
basierend auf der charakteristischen Sekundar- und/oder 
TertiSrstruktur von TIF-IA - zu entwerfen. Solche 
strukturellen Imitatoren konnen dann in vivo als TIF-IA 
Inhibitoren verwendet werden. Zu den als Antagonisten 
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wirksamen Verbindungen zahlen auch beispielsweise inaktive 
TIF-IA Molektile. Wenn diese in ausreichend hoher Konzentration 
exprimiert bzw. verabreicht werden, fiihrt dies zur Verarmung 
an notwendigen aktiven TIF-IA Molektilen und dadurch fungieren 
diese als TIF-IA Antagonisten. 

Die vorliegende Erfindung erlaubt auch die Durchfiihrung 
therapeutischer Mafinahitien bei den vorstehend diskutierten 
Storungen der Zellprolif eration bzw. den damit in Zusammenhang 
stehenden Erkrankungen, d.h. die vorstehend beschriebenen, 
erf indungsgemaSen DNA-Sequenzen, Antisense-RNAs , Ribozyme, 
Liganden und Antagonisten konnen auch zur Herstellung eines 
Arzneiinittels , beispielsweise zur Kontrolle der Expression des 
TIF-IA (Oder des damit ver^andten Proteins) oder zum Austausch 
einer mutierten Form des Gens gegen eine funktionelle Form 
verwendet werden, somit beispielsweise einerseits zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Pravention oder der 
Behandlung von Erkrankungen, die mit einer erhohten 
Zellprolif eration assoziiert sind oder zur Hemmung der 
Zellproliferation, insbesondere Tumor erkrankungen , 
andererseits zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Pravention oder der Behandlung von Erkrankungen, die mit einer 
verringerten Zellprolif eration assoziiert sind oder zur 
Stimulation der Zellprolif eration, beispielsweise zur 
Forderung der Geweberegenation . Beispielsweise kann der 
erf indungsgemSSe TIF-IA in Sauger, insbesondere den Menschen, 
durch iibliche MaEnahmen eingebracht werden. Hierzu kann es 
giinstig sein, das Protein an ein vom jeweiligen Korper nicht 
als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder 
Rinderserumalbumin (BSA) , zu koppeln. Auch kann eine 
erf indungsgemaSe DNA-Sequenz, Antisense-RNA oder Ribozym in 
Sauger, insbesondere den Menschen, eingebracht und exprimiert 
werden. Mit einem erf indungsgemaSen Liganden, beispielsweise 
einem monoclonalen Antikorper, kann die Expression von TIF-IA 
bzw. der verwandten Proteine kontrolliert und reguliert 
werden. Antagonisten fur TIF-IA konnen ebenfalls dazu 
verwendet werden, urn so die Wirkung von aktivem TIF-IA 
abzuschwachen oder ganz zu blockieren. 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch ein 
Arzneimittel, das die vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen, 
Ant i sens e-RNA, das Ribozym, den Expressionsvektor , das 
erf indungsgemaEe Protein, den Liganden oder Antagonisten 
enthalt. Dieses Arzneimittel enthalt gegebenenf alls zusatzlich 
einen pharmazeutisch vertraglichen Trager. Geeignete Trager 
und die Formulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann 
bekannt. Zu geeigneten Tragern zahlen beispielsweise Phosphat- 
gepufferte Ko chs a 1 z 1 6 sungen , Wasser, Emulsionen, 
beispielsweise 01 /Wasser-Emulsionen, Netzmittel , sterile 
Losungen etc. Die Verabreichung der Arzneimittel kann oral 
Oder parenteral erfolgen. Zu den Verfahren fiir die parenterale 
Verabreichung gehoren die topische, intra-arter ielle , 
intramuskulare , subkutane , intramedul lare , intrathekale , 
intraventrikulare , intravenose , in traper i toneale oder 
intranasals Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird von 
dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt von verschiedenen 
Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem 
Gewicht des Patienten, dem Stadium der Erkrankung, der Art der 
Verabreichung etc. 

Vorzugsweise werden die vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen 
in einen fiir die Gentherapie geeigneten Vektor inseriert, 
beispielsweise unter Kontrolle eines gewebespezif ischen 
Promoters, und in die Zellen eingeschleust . in einer 
bevorzugten Aus f tihrungsf orm ist der die vorstehend 
beschriebenen DNA-Sequenzen enthaltende Vektor ein Virus, 
beispielsweise ein Adenovirus, Vaccinia^Virus oder Adenovirus. 
Besonders bevorzugt sind Retroviren. Beispiele fur geeignete 
Retroviren sind MoMuLV, HaMuSV, MuMTV, RSV oder GaLV. Fiir 
Zwecke der Gentherapie konnen die erf indungsgemafien DNA- 
Sequenzen auch in Form von kolloidalen Dispersionen zu den 
Zielzellen transportiert werden. Dazu zahlen beispielsweise 
Liposomen oder Lipoplexe (Mannino et al . , Biotechniques 6 
(1988), 682). Diese Gentherapie kann sowohl fur die Erhohung 
der Proliferationsrate der Zellen (beispielsweise mit einem 
Vektor, der das Gen fiir aktiven TIF-IA enthalt) als auch fiir 
eine Verringerung der Proliferationsrate (mit einem Vektor, 
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der ein Gen ftir ein Ribozym, eine Antisense-RNA oder eine 
inaktive Form von TIF-IA ( ''knock-out" ) entha.lt) Anwendung 
f inden. 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es auch, Storungen der 
TIF-IA Expression bzw. Zellprolif eration auf genetischer Ebene 
zu untersuchen. Mit einer erf indungsgemafien DNA-Sequenz bzw. 
davon abgeleiteten Sonden oder Primern kann in Saugern, 
insbesondere dem Menschen, festgestellt werden, ob sie ein 
verandertes TIF-IA Gen enthalten, das zu einer mutierten Form 
des Proteins ftihrt, die nicht langer biologisch aktiv ist, 
Oder ob beispielsweise TIF-IA zu gering oder zu stark 
exprimiert wird. Dazu kann der Fachmann libliche Verfahren, wie 
Reverse Transkr ip t ion , PCR, LCR, Hybr idi s i erung und 
Sequenzierung durchfuhren. Auch die er f indungsgemaSen 
Liganden, beispielsweise die Antikorper oder Fragmente davon, 
eignen sich ftir die Diagnostik, d.h. beispielsweise zum 
Nachweis des Vorhandenseins und/oder der Konzentration des 
TIF-IA, einer verkiirzten oder verlangerten Form dieses 
Proteins etc . , in einer Probe . Die Antikorper konnen 
beispielsweise in Immunoassays in Fliissigphase oder an einen 
festen Trager gebunden werden, Dabei konnen die Antikorper auf 
verschiedene Art und Weise markiert sein. Geeignete Marker und 
Markierungsverf ahren sind auf dem Fachgebiet bekannt. 
Beispiele fiir Immunassays sind ELISA und RIA. 

Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch ein 
Diagnoseverf ahren zum Nachweis einer gestorten TIF-IA 
Expression, bei dem man eine Probe mit der erf indungsgemaSen 
DNA-Sequenz oder dem er f indungsgemafien Liganden, 
beispielsweise einem monoclonalen Antikorper oder einem 
Fragment davon in Berlihrung bringt und sodann direkt oder 
indirekt bestimmt, ob sich die Konzentration, Lange und/oder 
Sequenz des RNA Polymerase I Transkriptionsf aktors TIF-IA oder 
der diesen codierenden mRNA im Vergleich zu einer 
Kontrollprobe unterscheiden. Die fur dieses Diagnoseverf ahren 
verwendbaren Sonden umfassen auch auf den erf indungsgemaSen 
DNA-Sequenzen basierende Primer, beispielsweise ftir eine PCR. 
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SchlielSlich betrifft die vorliegende Erfindung einen 
diagnos tischer Kit zur Durchfuhrung des vorstehend 
beschriebenen Diagnoseverf ahrens , der eine erf indungsgemalSe 
DNA-Sequenz Oder den vorstehend beschriebenen, 
erf indungsgemafien Liganden, beispielsweise einen monoclonalen 
Antikorper oder das Fragment davon, enthalt. Je nach 
Ausgestaltung des diagnos tischen Kits konnen die DNA-Sequenz 
bzw. der Ligand immobilisiert sein. 

Kurze Beschreibung der Figuren: 

Fig. 1: Vergleich der Aminosauresequenzen von rrn3p aus 
S.cerevisiae (rrnBp) und homologen Proteinen aus S. pombe 
(pombe) , C. elegans (cec36e8) und Arabidopsis thaliana (ATAC) 

Fig. 2: humane cDNA-Sequenz TIF-IA und abgeleitete 
Aminosauresequenz 

Fig. 3: Northern-Blot-Analyse 

Zvm Nachweis von TIF-IA-Sequenzen wurden aus verschiedenen 
Geweben extrahierte RNAs (Clontech: 7760-1) mit radioaktiv 
markierter TIF-IA cDNA (Clon pBS-hTIF-IA) hybridisiert und 
anschlieBend eine Autoradiographie erstellt. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Identif iziening einer TXF-IA cDNA-Sequenz 

Es sind Genprodukte von Hefegenen bekannt, die flir die Pol I 
Transkription in S. cerevisiae erforderlich sind. Bei einem 
der Genprodukte, rrn3p, handelt es sich um ein 72 kDa Protein, 
das mit der drittgrofiten Untereinheit von Pol I {RPA49) 
assoziiert ist. Dieses scheint in stationaren Hefekulturen 
entweder nicht vorhanden oder transkriptionell inaktiv zu 
sein. Solche Eigenschaf ten charakterisieren auch TIF-IA. Der 
Anmelder hat daher vermutet, daS es sich bei rrn3p und TIF-IA 
um funktionell homologe Proteine handeln konnte. Er hat daher 
eine umfangreiche Suche in verschiedenen Datenbanken 
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durchgefuhrt , um Inf ormationen tiber die mogliche Existenz 
eines rrnSp-hoinologen Proteins in anderen Organismen zu 
erhalten. Mit Hilfe des BLAST "-Programms hat er Homologien 
zwischen rrnSp aus S.cerevisiae und einem Genprodukt aus S. 
pombe (Swissprot ID YAQA_SCHPO) , einem Genprodukt aus 
Arabidopsis thaliana{ PID:g3 132470) und einem Genprodukt aus 
C. elegans (PID:g3924707 ) identif iziert . Die Vergleiche der 
Aminosauresequenzen sind in Fig. 1 gezeigt. Diese wurden nach 
dem Algorithmus von Vingron und Argos, J.Mol .Biol . 218. (1991), 
33-43, durchgefiihrt und zeigen in Grofibuchs taben die 
konservier ten Bereiche. Hieraus konnte folgende 
Konsensusseguenz fur den C-terminalen Bereich abgeleitet 
we r den : 

FNSLFKSFENTVLNTYKSRYTQFLIFYACSLDPENCDXFLSKLVEVFLSSNKAXAKRQASA 
RYI G S YVARAKTLNKDT I PXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXERHQ I F YSGCQAI F^ 
FCFKI^EFLDVDRFRSQETRXXXERIVMSKIjNPLKYCSPIWVLEFARIA^ 
EFNDLLRS 

Mit dieser ''Core" -Sequenz hat der Anmelder humane ESTs und 
genomische Sequenzbanken durchsucht . Dabei wurden drei 
Homologie-Bereiche in der genomischen Sequenz eines ''BAC- 
Clons (CIT987SK-27 0G1, '^Genbank" -Zugangsnummer AF001549) 
gefunden. Es wurde in einem Bereich von ca. 10.000 Basen, der 
die gefundenen Homologien enthalt, mit dem Programm ''GENSCAN" 
eine Exonvorhersage berechnet, die die drei gefundenen 
homologen Bereiche in der konservier ten Region als codierende 
Sequenzen bestatigte. Ausgehend von dieser Sec[uenz wurde das 
5 'Ende des zu rrn3p homologen Gens mit einem 5 'RACE aus einer 
himianen fotalen cDNA-Bank bestimmt. Durch *'gene walking", 
gezielte PCR-Strategien, Hybridisierungstechniken, 3 'RACE, 
Sequenzierung und Zusammenfiigung der einzelnen Genabschnitte 
wurde letztlich ein cDNA-Clon erhalten, der ftir TIF-IA mit 
einem Molekulargewicht von etwa 75 kDa codiert. Die 
Nu c 1 e i n s a u r e s e qu e n z und die davon abgeleitete 
Aminosauresequenz sind in Fig. 2 dargestellt. Dieser cDNA-Clon 
wurde mit pBS-hTIF-IA bezeichnet. Er wurde bei der DSMZ 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) unter 
DSM 12707 am 25.2,1999 hinterlegt. 
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Belspiel 2: Nachweis von TZF-lA-SeQuenzen in Geweben 

Kaufliche Filter (Clontech: 7760-1), die RNAs von Herz, Him, 
Plazenta, Ltmge, Leber, Skelettrauskel , Niere und Pankreas 
enthalten, wurden einer Hybridisierung mit ta"p] dCTP 
markierter pBS-hTIF-IA cDNA von Beispiel 1 unterworfen. Die 
Hybridisierung erfolgte bei 65° C in 5 x SSPE, 1 % SDS, 1 x 
Denhardts-L6sung. Nach der Hybridisierung wurde zuerst mit 2 x 
SSC, 1 % SDS und danach mit 0,2 x SSC bei 65° C gewaschen. 

Es zeigte sich, dag TIF-IA-Sequenzen in den verschiedensten 
Geweben unterschiedlich stark e3<primiert werden. 

Beispiel 3: Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemafien 
RNA, Polymerase I Transkriptionsfaktors TIF-IA.. 

Die DNA von Fig. 2 wurde mit BAMHI-Linkern versehen, mit BamHI 
nachgespal ten und in den mit BamHI gespaltenen 
Expressionsvektors pQE-8 (Qiagen) inseriert. Es wurde das 
Expressionsplasmid pQE-8/TIF-lA erhalten. Ein solches kodiert 
fur ein Fus i onspro t ein aus 6 Histidin-Res ten (N- 
Terminuspartner) und dem erf indungsgemaSen Tif-IA von Fig. 2 
(C-Terminuspartner) . pQE-8/TIF-IA wurde zur Transformation von 
E.coli SG 13009 (vgl. Gottesman, S. et al . , J. Bacteriol . 148, 
(1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien wurden in einem LB- 
Medium mit lOOMg/ml Ampicillin und 25^g/ml Kanamycin 
kultiviert und 4 h mit 60fm Isopropyl-S-D-Thiogalactopyranosid 
(IPTG) induziert. Durch Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid 
wurde eine Lyse der Bakterien erreicht, anschlieSend wurde mit 
dem Lysat eine Chromatographie (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 
8 M Harnstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Qia- 
gen) des Chromatographie-Materials durchgef iihrt . Das gebundene 
Fusionsprotein wurde in einem Puffer mit pH 3 , 5 eluiert. Nach 
seiner Neutral isierung wurde das Fusionsprotein einer 18 % 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen und mit Coo- 
massie-Blau angefarbt (vgl. Thomas, J.O. und Romberg, R.D., 
J.Mol.Biol. 149 (1975), 709-733). 

Es zeigte sich, daS ein erf indungsgemaSes (Fusions) protein in 
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hochreiner Form hergestellt werden kann. 
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Patexitanspriiche 

DNA-Sequenz, kodierend fur einen RNA Polymerase I 
Transkriptionsfaktor TIF-IA mit der in Fig. 2 gezeigten 
Aminosauresequenz , 

DNA-Sequenz nach Anspruch 1, wobei sie die in Fig. 2 
gezeigte Nucleinsauresequenz umf afit . 

DNA-Sequenz, kodierend fur ein Protein mit den 
biologischen Eigenschaf ten eines RNA Polymerase I 
Transkriptionsfaktors TIF-IA, wobei die DNA-Sequenz 

(a) sich von der DNA-Sequenz von Anspruch 2 in der 
Codonsequenz aufgrund der Degeneration des genetischen 
Codes unterscheidet ; 

(b) mit der DNA-Sequenz von Anspruch 2 oder 3(a) 
hybridisiert ; oder 

(c) ein Fragment, eine allelische Variante oder eine andere 
Variante der DNA-Sequenz von Anspruch 2, 3(a) oder 3(b) 
ist . 

Ribozym, wobei es zu der DNA-Sequenz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 3 komplementar ist und an die von 
dieser DNA-Sequenz transkribierte RNA spezif isch binden 
und diese spalten kann, wodurch die Syn these des von 
dieser DNA-Sequenz codierten Proteins verringert oder 
gehemmt wird. 

Antisense-RNA, wobei sie zu der DNA-Sequenz nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 3 komplementar ist und an die von 
dieser DNA-Sequenz transkribierte RNA spezif isch binden 
kann, wodurch die Syn these des von dieser DNA-Sequenz 
codierten Proteins verringert oder gehemmt wird. 

Expressionsvektor, wobei er die DNA-Sequenz nach einem 
der Ansprtiche 1 bis 3 enthalt oder ftir das Ribozym nach 
Anspruch 4 oder die Antisense-RNA nach Anspruch 5 
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kodiert . 

7. Wirtszelle, enthaltend den Expressionsvektor nach 
Anspruch 6 . 

8. RNA Polymerase I Transkriptionsf aktor TIF-IA oder 
Protein mit dessen biologischer Aktivitat, das (der) 
durch die DNA-Seguenz nach einem der Anspruche 1 bis 3 
kodiert wird, 

9. Verfahren zur Herstellung eines RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktors TIF-IA oder eines Proteins mit 
dessen biologischer Aktivitat nach Anspruch 8, das die 
Ziichtung der Wirtszelle nach Anspruch 7 unter 
geeigneten Bedingungen und die Gewinnung des Proteins 
aus der Zelle oder dero Zuchtmedium umfafit. 

10. Ligand, der an den RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktor TIF-IA oder ein Protein mit dessen 
biologischer Aktivitat nach Anspruch 8 bindet. 

11. Ligand nach Anspruch 10, der ein Antikorper oder ein 
Fragment davon ist. 

12. Antagonist, der die Wirkung des RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktors TIF-IA oder eines Proteins mit 
dessen biologischer Aktivitat nach Anspruch 8 
abschwacht oder blockiert . 

13 . Verwendung der DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 
bis 3, des Expressionsvektors nach Anspruch 6, des RNA 
Polymerase I Transkriptionsf aktors TIF-IA oder eines 
Proteins mit dessen biologischer Aktivitat nach 
Anspruch 8 zur Prevention oder Behandlung von 
Er kr ankungen , die mit einer verringerten 
Zellprolif eration assoziiert sind oder zur Stimulation 
der Zellprolif eration. 
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Verwendung der DNA-Sequenz nach einem der Anspruche 1 
bis 3, des Expressionsvektors nach Anspruch 6, des RNA 
Polymerase I Transkriptionsf aktors TIF-IA oder eines 
Proteins rait dessen biologischer Aktivitat nach 
Anspruch 8 zur Forderung der Geweberegeneration. 

Verwendung des Ribozyms nach Anspruch 4, der Antisense- 
RNA nach Anspruch 5, des Expressionsvektors nach 
Anspruch 6, des Liganden nach Anspruch 10 oder des 
Antagonisten nach Anspruch 12 zur Prevention oder 
Behandlung von Er krankungen , die mit einer erhohten 
Zellprolif eration assoziiert sind, oder zur Heininung der 
Zellprolif eration. 

Verwendung des Ribozyms nach Anspruch 4, der Antisense- 
RNA nach Anspruch 5, des Expressionsvektors nach 
Anspruch 6, des Liganden nach Anspruch 10 oder des 
Antagonisten nach Anspruch 12 zur Krebstherapie . 

Diagnoseverf ahren zum Nachweis einer eventuell 
gestorten TIF-IA Expression, bei dem man eine Probe mit 
der DNA-Seguenz nach einem der Anspruche 1 bis 3 oder 
dem Liganden nach Anspruch 10 in Beruhrung bring t und 
sodann direkt oder indirekt bestimmt, ob sich die 
Konzentration, LSnge und/oder Seguenz des RNA 
Polymerase I Transkriptionsfaktors TIF-IA oder der 
diesen codierenden mRNA im Vergleich zu einer 
Kontrollprobe unterscheiden. 

Diagnostischer Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 17, der die DNA-Sequenz nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 und/oder den Liganden nach Anspruch 
10 enthalt. 
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nunaCencskrppqdfvapidqkkrkvqf sdstglvclqpeeikdevfsaa rrn3p 

mps i i s s c npqy i n k c vn ng t. ma s s c n vpdr rvgsksfassvskndgrlmq pombe 

nkrstanapklspkhesesdpkkvkleeeaicpcvnqa cec3 6e8 

mgavelmsdpsslccvenyvdnvd ATAC 

-nysrfvksalddldkndscqigiianqvalpskJIP er iMDKIiLNIULDILSSNIN rrn3p 

qmlraf vnkald- -dJcaegnf agyedl rrqCaakSD- - LkdapSSLQ!-0NLLSALTC^7VS pombe 

ptgr ei venyl kgdvtaavlyr ki cna lecf cqwEE eapKIOL-LDOFLrciADAXZA. cec3 6e8 

Isdcqlvqtvrkalt svk tgdsd ly semvgvmar DI ke f kdpdWAQLETVLKALSGAVA ATAC 

RIESsrgLtLIOSIINFekWWE^LPPHTLSXYIYrikilcssipkwvqdvsmilvscf il rrn3p 

RLDSsnss-LV>lSVLDS--VWVsRDESFVKCYTRFLgnlisaqsrylpivTTiCir.liqhjrl - pombe 

RTET LVXRI-LSL-~RWDkI?GSVIERF?J>IFLcelairhlcf tee-^savverlvp cec3 6ea 

C I DV 1 hhqkL-S ALFRMk - LWD - KR PDVMDALVNLV i s 1 a v t sgxy 1 dsc 1 run 3 vsn f vp ATAC 

pi KQTVch HDMLKYFLRMIPSSMGFrDTYLAXrFPNKNDTK rrn3p 

yrpdSLAI hyehaHKALKYVLELVPPoAHSFLYSSILEEFPYKDESL poirbe 

qisvteetgwtlILTEkvqnehfemaHHirSS\a.RCFPL£ARALLKO-'KRVMPHFTRPS cec36eS 

ppwwnnls -hsr riiNKki--dvl£rvHAALLKISILVPLTPSPa*'v'PMLrOOMPKJ'SHKKD ATAC 

RKL'TNYTSNLLKURGYCSE - - LGFQIWSLLIEt: I IS I DVELqneldeldddvddddleev rrn3p 

LAOI^tTYIShA/LSICEYVPS-- IKGP^/LHAI IDKIIQIDVEIqvevdddde pombe 

VTVAGYMRNLILMQKYIPAs- ISKD\WEA\TERLAKDDTHN w cec3 6ee 

HSIVlYVESLLKLENSSIGcr-'GGSMUjGhPyMERLRDLDVSRqnmliqlrs iei ATAC 

dleddddldddSgddddencgnsneel^rSgaadasqsdsedm rrn3p 

- -eede w tddDg tsnads e v i t. as t: Ly E pombe 

kcegneemsksP rl falnddiLi Eewegntndsedvtpeqleqrkgeqniqyld cec3 6e6 

ewddlpqddssRgmf dme u- Edaaetjt.fnndgdclpvgplkq ATAC 

di i egmdg teeynvELTOG i KELSTKLDS I LcLVSTHVEEqvtpes lesgegvGVF r rn3 p 

rht:aissemt.sstiltppSLTDT-R0l>JOQLD0LLyTLrSYLDSnlkscsrdr yL\'Y pombe 

svctdvi tf irssvdseiDEENG-NERTKLNDKVJL-RNyKITGDkvlpke KLF cec3 S&B 

^ DTSDG-S IVSKLLDia.>^vVAFEHLEScqndgr Id QVF ATAC 

NTLTTLFKTH^/LPTyYTRSIOYIMFHVSOOOLEL-MDSFL\TLIDIs£avneaaekki)cs rrr.3p 

NSLIKSFVKTVLKTFBCRYTQFUIFV/ASOLDPEF-TDIFLGVLTEVca dpsqpyt Ir pombe 

DTFLECLESTMLNATHVQYVSFlWLYFCSLSQEY-EKKMLEHLWOVt irmprapadar ks cec3 6e8 

ESLFKSFENFII-NTYKSKFTOFLIFYACSLDPENcGVKFASKLVEI ATAC 

lqylgsyiarakklsrtqii£vasyltswlnRWIEHEEr*/DO-rggnERFKHFYAA rrn3p 

IsgajnyigsyvarakaleknciqiivnmmtrwveAYLDCCENELSDdl-- ISKHSVFYAI pombe 
qgaasylaaClarakyvkkstaf -wleevyiwlrHYVDOFCSGSSOilpglORHCTFYSV cec36ee 
f Issnkhvacrqaslrl idecv GYCRTCNDDTRP EAHQIFFSG ATAC 

FQALC Y I " CFRHN I FRDTDGN wece i dkFFQRMX'I SKFNPUKFCNEJJVMLM r rn3 p 

NOSrFYIFCFRVmELCVSDESesmeprpnewipgle-lLHRS\a-SRLNPLRYCSPKl\'LQ pombe 

SOAF FLVF AFRYKEFVKNXDM lecirr vrtTi/GR WH SPLZ P LKYVS KPVARC c ec 3 6 e S 

CQAIMYVLCFRMRS I LDVPRFrsql t PLESI LMHKU^PLMVCLPSWAE ATAC 

FARlAOOESVAYCFSiiennnneRLRGIIGKadsdkkensaqar.ttssEwslatrqqf id rrn3p 

FAKVAIJHLNFMYVYSii eqNRKGI F RE- gf dt pombe 

FSAITRSLOLWCNHi i PIEEVQRP cec3 6e8 

FLROAKEGGLFl VS Ds f - i f ddl LESELSRAf gg fer ATAC 

LOSYFPYDPLFLKNYKILMKEYY lEV.'SEA.SGEYESDGSDD rrn3p 

MDAYFPFDPYRLTKSSIIVQPFY NEVJOOIPGLDDDEEEEDCdye pombe 

FDDMFPFDCYHLKESSKFMTPU4rkf splaed-asclckaLCV/KPATADKSEKSAEAvsss cec3 6e8 

LDTFFPFDPCLL.KSSNSFISPNF IWSMVKATYDEDDDDNdaev ATAC 



sstvmlges pf 

egld£ldeddammmggssgyrert£scgq£ slinysatpglqtf nv 

i vngdedsdeddeadl dya Inkms 1 tpkhs £ knknerdr 1 1 rmpsr irpsc spesl 



rrn3p 
poir.be 
cec36ee 
ATAC 



Fig 1: Sequenzalignmenc 



1/4 



NSOOCID: <WO_0055316A1_L> 



wo 00/55316 



FIGUR 2/3 W/f PCT/DEOO/00767 



1 GGAGCGGCCGCCCAGGTGCGGTCGCGTTAGTTCGGCCCAATGGCGGCACCGCTGCTTCAC 

_ ^ ^ M A A P L L H 

61 AaSCGTTTGCCGGGAGATGCGGCCGCrrCGTCCTCTCC^^^^ 

TRLPGDAAASSSAV K K b G A S 

120 AGGACTGGGATTTCAAATATGCGTGCATTAGAGAATGACTTTTTCAATTCTCCCCCAAGA 
RTGISNMRALE MDFFNSPPR 

181 AAAACTGTTCGGTTTGGTGGAACTGTGACAGAAGTCTTGCTG AAGTACAAAAAGGGTGAA 
KT VRF GGTVTEVLLKYKK GE 

2 4 1 ACAAATGACTTTGAGTTGTTGAAGAACCAGCTGTTAGATCCAGACATAAAGGATGACCAG 

TNDFELLKN QLLDP.DIKDDQ 

301 ATCATCAACTGGCTGCTAGAATTCCGTTCTTCTATCATGTACTTGACAAAAGACTTTGAG 
IIN WLLEFRSSIMYLTKDFE 

3 6 1 CAACTl'ATCAGTATTATATTAAGATTGCCTTGGTTGAATAGAAGTCAAACAGTAGTOGAA 

Ql-ISIILRLPW LNRSQT VVE 

421 GACTATTTGGCTTTTCTTGGTAATCTTGTATCAGCACAGACTGTTTTCCTCAGACCGTGT 
EYLAF. LGNLVSA^TVFLRPC 

4 8 1 CTCAGCATGATTGCrrCCCATrn-GTGCCTCCCCGAGTGATCATTAAGGAAGGCGATGTA 

LSMIASHFV PP RVII .XEG DV - 

541 GATGTTTCAGATTCTGATGATGAAGATGATAATCTTCCTGCAAATTTTGACACATGTCAC 

DVS DSDDEDDNI PANF DTCH - 

6 0 1 AGAGCCTTGCAAATWATACCAAGATATGTACCATCGACACCGTGGTTTCTCATGCCAATA 

RA LQIIARYVPSTPWFLMPl' - 

661 CTGGTGGAAAAATTTCCATTTGTTCGAAAATCAGAGAGAACACTGGAATGTTACGTTCAT 

LV E k F P FVRKSE RThE C Y.V H - 

721 RACTTACTAAGGATTAGTGTATATTTTCCAACCTTGAGGCATGAAATTCTGGAGCTTATT 
? L L R X s.V y F P T L R H E 1 L E L I - 

781 ATTGAAAAACTACTCAAGTTGGATGTGAATGCATCCCXKJCAGGGTAT-rGAAGATGCTGAA 

lEK LLKLDVNASR QGl EDA E - 

84 1 GAAACAGCAACTCAAACTTGTGGTGGGACAGATTCCACGGAAGGAT'TGTTTAATATGGAT 

ETATOTC GGTDST EGLF NMD - 

901 GAAGATGAAGAAACTGAACATGAAACAAAGGCTGGTCCTGAACGGCTCGACCAGATGGTG 

E DEETEHETKAGP ERLD Q MV - 

961 CATCeiWAGCCGACCGCCTGGACATCCTGATGTCTTTGGTTTTGTCCTACATGAAGGAT 

HPVAE R LDILMSLVL S YMKD - 

1021 GTCTGCTATGTAGATGGTAAGGTTGATAACGGCAAAACAAAGGATCTATATCGCGACCTG 

VCY VDOK VDNGKTKDLYRDL - 

1081 ATAAACATCTTTGACAAACTCCTGTTGCCCACCCATGCCTCCTGCCATGTACAGTTTTTC 

INI FDKLLLPTHASCHVQFF - 

1141 ATGTTTTACCTCTGTAGTTTC AAATTGGCATTCGCAGAGGCATTTTTGGAACATCTCTGG 
MFYLCSPKLGFAEA FLEHL W 

1201 AAAAAATTGCAGGACCCAAGTAATCCTGCCATCATC AGGCACGCTGCTGGAAATTATATT 
KKLQDPSNPAIlR QAAGtl Y l 

1261 GGAAGCTTTTTGGCAAGAGCTAAATTTATTCCTCTTATTACTGTAAAATCATGCCTAGAT 
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1321 CTTTTGGTT AACTGGCTGCACATATACCTTAATAACCAGGATTCGGGAACAAAGGCATTC 
LLVNWLH IYLNNQDSGTKAF 

1281 TGCGATGTTGCTCTCCATGGACCATTTTACTCAGCCTGCCAAGCTGTGTTCTACRCCTTT 
CDVALHGPFYSACQAVFy?F 

1 4 4 J GTTTTTAGAC AC AAGCAGCTTTTGAGCGGAAACCTGAAAGAAGGTTTGCAGTATCTTCAG 
VFRHKQLLSGNLKEGLQYLQ 

1501 AGTCTGAATTTTGAGCGG ATAGTGATGAGCCAGCTAAATCCCCTGAAGATTTGCCTGCCC 
SLNFERIVMSQLNPLKICLP 

1561 TCAGTGGTTAACTTTTTTGCTGCAATCACAAATAAGTACCAGCTCGTCTTCTGCTACACC 
SVVNrFAAITNKYQLVFCYT 

1621 ATC ATTGAGAGGAACAATCGCCAGATGCTGCCAGTCATTAGGAGTACCGCTGGAGGAGAC 
I XERNNRQMLP .VIRSTAGGD 

1681 TCAGTGCAGATCTGCAC AAACCCGCTGGAC ACCTTCTTCCCCTTTGATCCCTGTGTGCTG 
SVQICTNPLDTFFPrDPCVL 

1741 AAG AGGTC AAAGAAATTCATTGATCCTATTT ATCAGGTGTGGGAAGAC ATGAGTGCTGAA 
KRSKKFIDPIYQ. VWEDMSAE 

1801 GAGCTACAGGAGTTC AAG AAACCCATG AAAAAGG ACAT AGTGGAAGATGAAGATGATGAC 
ELQEFKKPMKKDIVEDE DDD 

18 61 TTTCTGAAAGGCGAAGTGCCCCAGAATGATACCGTGATTGGGATCACACCAAGCTCCTTT 
FLKGEVPQNDTVIGITPSSF 

1921 GACACGCATTTCCGAAGTCCTTC AAGTAGTGTGGGCTCCCCACCCGTGTTGTACATGCAA 
DTKFR SPSSSVGSPPVLYMQ 

1981 CCC AGTCCCCTCTGACGGC AGAAATTTGTGACTGAGATGTGACATTTGGGATTCCCCATC 
PSPL*' 
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Spur 1 : Herz 
Spur 2: Hirn 
Spur 3: Plazenta 
Spur 4: Lunge 
Spur 5: Leber 
Spur 6: Sk.Muskel 
Spur 7: Niere 
Spur 8: Pankreas 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Deutsches Krebsf orschungszentrum 

(B) STRASSE: Im Neuenheimer Feld 280 

(C) ORT: Heidelberg 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : 69120 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: RNA Polymerase 1 Transkriptionsf ektor 

TiF-IA 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Pa tent In Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG : 

ANMELDENUMMER : DE 199 11 992.9 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2040 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: nicht bekannt 

(D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:40. .1992 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

GGAGCGGCCG CCCAGGTGCG GTCGCGTTAGT TCGGCCCA ATG GCG GCA COG CTG 54 

Met Ala Ala Pro Leu 
1 5 

CTT CAC ACG CGT TTG CCG GGA GAT GCG GCC GCT TCG TCC TCT GCA GTT 102 
Leu His Thr Arg Leu Pro Gly Asp Ala Ala Ala Ser Ser Ser Ala Val 
10 15 20 

AAG AAG CTG GGC GCG TCG AGG ACT GGG ATT TCA AAT ATG CGT GCA TTA 150 
Lys Lys Leu Gly Ala Ser Arg Thr Gly lie Ser Asn Met Arg Ala Leu 
25 30 35 

GAG AAT GAG TTT TTC AAT TCT CCC CCA AGA AAA ACT GTT CGG TTT GGT 198 
Glu Asn Asp Phe Phe Asn Ser Pro Pro Arg Lys Thr Val Arg Phe Gly 
40 45 50 

GGA ACT GTG ACA GAA GTC TTG CTG AAG TAC AAA AAG GGT GAA AC A AAT 246 
Gly Thr Val Thr Glu Val Leu Leu Lys Tyr Lys Lys Gly Glu Thr Asn 
55 60 65 

GAC TTT GAG TTG TTG AAG AAC CAG CTG TTA GAT CCA GAC ATA AAG GAT 294 
Asp Phe Glu Leu Leu Lys Asn Gin Leu Leu Asp Pro Asp lie Lys Asp 
70 75 80 85 
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GAC CAG ATC ATC AAC TGG CTG CTA GAA TTC CGT TCT TCT ATC ATG TAG 342 
Asp Gin lie lie Asn Trp Leu Leu Glu Phe Arg Ser Ser lie Met Tyr 
90 • 95 100 

TTG AC A AAA GAC TTT GAG CAA CTT ATC AGT ATT ATA TTA AGA TTG CCT 390 
Leu Thr Lys Asp Phe Glu Gin Leu lie Ser He He Leu Arg Leu Pro 
105 110 115 

TGG TTG AAT AGA AGT CAA ACA GTA GTG GAA GAG TAT TTG GCT TTT CTT 438 
Trp Leu Asn Arg Ser Gin Thr Val Val Glu Glu Tyr Leu Ala Phe Leu 
120 125 130 

GGT AAT CTT GTA TCA GCA CAG ACT GTT TTC CTC AGA CCG TGT CTC AGC 486 
Gly Asn Leu Val Ser Ala Gin Thr Val Phe Leu Arg Pro Cys Leu Ser 
135 140 145 

ATG ATT GCT TCC CAT TTT GTG CCT CCC CGA GTG ATC ATT AAG GAA GGC 534 
Met He Ala Ser His Phe Val Pro Pro Arg Val He He Lys Glu Gly 
150 155 160 165 

GAT GTA GAT GTT TCA GAT TCT GAT GAT GAA GAT GAT AAT CTT CCT GCA 582 
Asp Val Asp Val Ser Asp Ser Asp Asp Glu Asp Asp Asn Leu Pro Ala 
170 175 180 

AAT TTT GAC ACA TGT CAC AGA GCC TTG CAA ATA ATA GCA AGA TAT GTA 630 
Asn Phe Asp Thr Cys His Arg Ala Leu Gin He He Ala Arg Tyr Val 
185 190 195 

CCA TCG ACA CCG TGG TTT CTC ATG CCA ATA CTG GTG GAA AAA TTT CCA 678 
Pro Ser Thr Pro Trp Phe Leu Met Pro He Leu Val Glu Lys Phe Pro 
200 205 210 

TTT GTT CGA AAA TCA GAG AGA ACA CTG GAA TGT TAG GTT CAT NAC TTA 726 
Phe Val Arg Lys Ser Glu Arg Thr Leu Glu Cys Tyr Val His Xaa Leu 
215 220 225 

CTA AGG ATT AGT GTA TAT TTT CCA ACC TTG AGG CAT GAA ATT CTG GAG 774 
Leu Arg He Ser Val Tyr Phe Pro Thr Leu Arg His Glu He Leu Glu 
230 235 240 245 

CTT ATT ATT GAA AAA CTA CTC AAG TTG GAT GTG AAT GCA TCC CGG CAG 822 
Leu He He Glu Lys Leu Leu Lys Leu Asp Val Asn Ala Ser Arg Gin 
250 255 260 

GGT ATT GAA GAT GCT GAA GAA ACA GCA ACT CAA ACT TGT GGT GGG ACA 87 0 

Gly He Glu Asp Ala Glu Glu Thr Ala Thr Gin Thr Cys Gly Gly Thr 
265 270 275 

GAT TCC ACG GAA GGA TTG TTT AAT ATG GAT GAA GAT GAA GAA ACT GAA 918 
Asp Ser Thr Glu Gly Leu Phe Asn Met Asp Glu Asp Glu Glu Thr Glu 
280 285 290 

CAT GAA ACA AAG GCT GGT CCT GAA CGG CTC GAC CAG ATG GTG CAT CCT 966 
His Glu Thr Lys Ala Gly Pro Glu Arg Leu Asp Gin Met Val His Pro 
295 300 305 

GTA GCC GAG CGC CTG GAC ATC CTG ATG TCT TTG GTT TTG TCC TAC ATG 1014 
Val Ala Glu Arg Leu Asp He Leu Met Ser Leu Val Leu Ser Tyr Met 
310 315 320 325 

AAG GAT GTC TGC TAT GTA GAT GGT AAG GTT GAT AAC GGC AAA ACA AAG 1062 
Lys Asp Val Cys Tyr Val Asp Gly Lys Val Asp Asn Gly Lys Thr Lys 
330 335 340 

GAT CTA TAT CGC GAC CTG ATA AAC ATC TTT GAC AAA CTC CTG TTG CCC 1110 
Asp Leu Tyr Arg Asp Leu He Asn He Phe Asp Lys Leu Leu Leu Pro 
345 350 355 
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ACC CAT GCC TCC 
Thr His Ala Ser 
360 
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TGC 
Cys 



CAT 
His 



GTA CAG 
Val Gin 
365 



TTT TTC ATG TTT 
Phe Phe Met Phe 



TAC CTC TGT AGT 
Tyr Leu Cys Ser 
370 



1158 



TTC AAA TTG GGA TTC GCA GAG GCA TTT TTG GhA CAT 
Phe Lys Leu Gly Phe Ala Glu Ala Phe Leu Glu His 
375 380 385 



CTC TGG AAA AAA 
Leu Trp Lys Lys 



1206 



TTG 
Leu 
390 



CAG GAC CCA AGT 
Gin Asp Pro Ser 



AAT CCT GCC ATC ATC AGG CAG GCT GOT GGA AAT 
Asn Pro Ala lie lie Arg Gin Ala Ala Gly Asn 
395 400 405 



1254 



TAT ATT GGA AGC 
Tyr He Gly Ser 



TTT TTG GCA AGA GCT AAA TTT ATT CCT CTT ATT ACT 
Phe Leu Ala Arg Ala Lys Phe lie Pro Leu He Thr 
410 415 420 



1302 



GTA AAA TCA TGC CTA GAT CTT TTG GTT AAC TGG CTG 
Val Lys Ser Cys Leu Asp Leu Leu Val Asn Trp Leu 
425 430 



CAC ATA TAC CTT 
His He Tyr Leu 
435 



1350 



AAT AAC CAG GAT TCG GGA ACA AAG GCA TTC TGC GAT 
Asn Asn Gin Asp Ser Gly Thr Lys Ala Phe Cys Asp 
440 445 



GTT GCT CTC CAT 
Val Ala Leu His 
450 



1398 



GGA CCA TTT TAC TCA GCC TGC CAA GCT 
Gly Pro Phe Tyr Ser Ala Cys Gin Ala 
455 460 



GTG TTC TAC 
Val Phe Tyr 
465 



NCC TTT GTT TTT 
Xaa Phe Val Phe 



1446 



AGA CAC AAG CAG 
Arg His Lys Gin 
470 

CTT CAG AGT CTG 
Leu Gin Ser Leu 



CTT 
Leu 



AAT 
Asn 
490 



TTG 
Leu 
475 

TTT 
Phe 



AGC GGA 
Ser Gly 



GAG CGG 
Glu Arg 



AAC 
Asn 



ATA 
He 



CTG AAA GAA GGT TTG CAG TAT 1494 

Leu Lys Glu Gly Leu Gin Tyr 

480 485 

GTG ATG AGC CAG CTA AAT CCC 1542 

Val Met Ser Gin Leu Asn Pro 
495 500 



CTG AAG ATT TGC CTG CCC TCA GTG GTT 
Leu Lys He Cys Leu Pro Ser Val Val 
505 510 

AAT AAG TAC CAG CTC GTC TTC TGC TAC 
Asn Lys Tyr Gin Leu Val Phe Cys Tyr 
520 525 

CGC CAG ATG CTG CCA GTC ATT AGG AGT 
Arg Gin Met Leu Pro Val He Arg Ser 
535 540 

CAG ATC TGC ACA AAC CCG CTG GAC ACC 
Gin He Cys Thr Asn Pro Leu Asp Thr 
550 555 

GTG CTG AAG AGG TCA AAG AAA TTC ATT 
Val Leu Lys Arg Ser Lys Lys Phe He 
570 

GAA GAC ATG AGT GCT GAA GAG CTA CAG 
Glu Asp Met Ser Ala Glu Glu Leu Gin 
585 590 

AAG GAC ATA GTG GAA GAT GAA GAT GAT 
Lys Asp He Val Glu Asp Glu Asp Asp 
600 605 

CCC CAG AAT GAT ACC GTG ATT GGG ATC 
Pro Gin Asn Asp Thr Val He Gly He 
615 620 



AAC TTT TTT 
Asn Phe Phe 



ACC ATC ATT 
Thr He He 



ACC GCT GGA 
Thr Ala Gly 
545 

TTC TTC CCC 
Phe Phe Pro 
560 

GAT CCT ATT 
Asp Pro He 
575 

GAG TTC AAG 
Glu Phe Lys 



GAC TTT CTG 
Asp Phe Leu 



ACA CCA AGC 
Thr Pro Ser 
625 



GCT GCA ATC ACA 
Ala Ala He Thr 
515 

GAG AGG AAC AAT 
Glu Arg Asn Asn 

530 

GGA GAC TCA GTG 
Gly Asp Ser Val 



TTT GAT CCC TGT 
Phe Asp Pro Cys 
565 

TAT CAG GTG TGG 
Tyr Gin Val Trp 
580 

AAA CCC ATG AAA 
Lys Pro Met Lys 
595 

AAA GGC GAA GTG 
Lys Gly Glu Val 
610 

TCC TTT GAC ACG 
Ser Phe Asp Thr 



1590 



1638 



1686 



1734 



1782 



1830 



1878 



1926 
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CAT TTC CGA AGT CCT TCA AGT ACT GTG GGC TCC CCA CCC GTG TTG TAC 1974 
His Phe Arg Ser Pro Ser Ser Ser Val Gly Ser Pro Pro Val Leu Tyr 
630 635 640 645 

ATG CAA CCC AGT CCC CTC TGACGGCAGA AATTTGTGACTG AGATGTGACA 2024 
Met Gin Pro Ser Pro Leu 
650 

TTTGGGATTC CCCATC 2040 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 651 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Ala Pro Leu Leu His Thr Arg Leu Pro Gly Asp Ala Ala Ala 
15 10 15 

Ser Ser Ser Ala Val Lys Lys Leu Gly Ala Ser Arg Thr Gly lie Ser 

20 25 30 

Asn Met Arg Ala Leu Glu Asn Asp Phe Phe Asn Ser Pro Pro Arg Lys 
35 40 45 

Thr Val Arg Phe Gly Gly Thr Val Thr Glu Val Leu Leu Lys Tyr Lys 
50 55 60 

Lys Gly Glu Thr Asn Asp Phe Glu Leu Leu Lys Asn Gin Leu Leu Asp 
65 70 75 80 

Pro Asp lie Lys Asp Asp Gin lie lie Asn Trp Leu Leu Glu Phe Arg 
85 90 95 

Ser Ser lie Met Tyr Leu Thr Lys Asp Phe Glu Gin Leu lie Ser lie 
100 105 110 

lie Leu Arg Leu Pro Trp Leu Asn Arg Ser Gin Thr Val Val Glu Glu 
115 120 125 

Tyr Leu Ala Phe Leu Gly Asn Leu Val Ser Ala Gin Thr Val Phe Leu 
130 135 140 

Arg Pro Cys Leu Ser Met lie Ala Ser His Phe Val Pro Pro Arg Val 
145 150 155 160 

lie lie Lys Glu Gly Asp Val Asp Val Ser Asp Ser Asp Asp Glu Asp 

165 170 175 

Asp Asn Leu Pro Ala Asn Phe Asp Thr Cys His Arg Ala Leu Gin lie 
180 185 190 

lie Ala Arg Tyr Val Pro Ser Thr Pro Trp Phe Leu Met Pro He Leu 
195 200 205 

Val Glu Lys Phe Pro Phe Val Arg Lys Ser Glu Arg Thr Leu Glu Cys 
210 215 .220 

Tyr Val His Xaa Leu Leu Arg He Ser Val Tyr Phe Pro Thr Leu Arg 
225 230 235 240 
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His Glu lie Leu Glu Leu lie lie Glu Lys Leu Leu Lys Leu Asp Val 
245 250 255 

Asn Ala Ser Arg Gin Gly lie Glu Asp Ala Glu Glu Thr Ala Thr Gin 
260 265 270 

Thr Cys Gly Gly Thr Asp Ser Thr Glu Gly Leu Phe Asn Met Asp Glu 
275 280 285 

Asp Glu Glu Thr Glu His Glu Thr Lys Ala Gly Pro Glu Arg Leu Asp 
290 295 300 

Gin Met Val His Pro Val Ala Glu Arg Leu Asp lie Leu Met Ser Leu 
305 310 315 320 

Val Leu Ser Tyr Met Lys Asp Val Cys Tyr Val Asp Gly Lys Val Asp 
325 330 335 

Asn Gly Lys Thr Lys Asp Leu Tyr Arg Asp Leu lie Asn lie Phe Asp 
340 345 350 

Lys Leu Leu Leu Pro Thr His Ala Ser Cys His Val Gin Phe Phe Met 
355 360 365 

Phe Tyr Leu Cys Ser Phe Lys Leu Gly Phe Ala Glu Ala Phe Leu Glu 

370 375 380 

His Leu Trp Lys Lys Leu Gin Asp Pro Ser Asn Pro Ala lie lie Arg 
385 390 395 400 

Gin Ala Ala Gly Asn Tyr lie Gly Ser Phe Leu Ala Arg Ala Lys Phe 
405 410 415 

lie Pro Leu lie Thr Val Lys Ser Cys Leu Asp Leu Leu Val Asn Trp 
420 425 430 

Leu His lie Tyr Leu Asn Asn Gin Asp Ser Gly Thr Lys Ala Phe Cys 
435 440 445 

Asp Val Ala Leu His Gly Pro Phe Tyr Ser Ala Cys Gin Ala Val Phe 
450 455 460 

Tyr Xaa Phe Val Phe Arg His Lys Gin Leu Leu Ser Gly Asn Leu Lys 
465 470 475 480 

Glu Gly Leu Gin Tyr Leu Gin Ser Leu Asn Phe Glu Arg lie Val Met 
485 490 495 

Ser Gin Leu Asn Pro Leu Lys lie Cys Leu Pro Ser Val Val Asn Phe 
500 505 510 

Phe Ala Ala lie Thr Asn Lys Tyr Gin Leu Val Phe Cys Tyr Thr lie 
515 520 525 

lie Glu Arg Asn Asn Arg Gin Met Leu Pro Val lie Arg Ser Thr Ala 
530 535 540 

Gly Gly Asp Ser Val Gin lie Cys Thr Asn Pro Leu Asp Thr Phe Phe 
545 550 555 560 

Pro Phe Asp Pro Cys Val Leu Lys Arg Ser Lys Lys Phe lie Asp Pro 

565 570 575 

lie Tyr Gin Val Trp Glu Asp Met Ser Ala Glu Glu Leu Gin Glu Phe 
580 585 590 

Lys Lys Pro Met Lys Lys Asp lie Val Glu Asp Glu Asp Asp Asp Phe 
595 600 605 
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Leu Lys Gly Glu Val Pro Gin Asn Asp Thr Val lie Gly He Thr Pro 
610 615 620 

Ser Ser Phe Asp Thr His Phe Arg Ser Pro Ser Ser Ser Val Gly Ser 
625 630 635 640 

Pro Pro Val Leu Tyr Met Gin Pro Ser Pro Leu 

645 650 
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ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 
Continuation of box 1.1 

Although claims 13-16 relate to a method for the treatment of the human/animal body 
(Rule 39.1 IV PCT). a search was carried out and was based on the indicated effects 
of the compound/composition. 

Although claim 17 (as far as it relates to in vivo methods) relates to a diagnostic 

method (Rule 13.1 IV PCT) carried out on the human/animal body, a search was 

carried out and was based on the indicated effects of the compound/composition. 
Continuation of box 1.2 

Claims Nos.: 10. 12, 15-18 partially 

Present claims 10 and 12 relate to a product and claims 15 to 18 to the use of said 
product, which is characterized by a desired feature or property, namely a ligand that 
binds to an RNA polymerase I transcription factor TIF-IA or an antagonist that 
attenuates or blocks the effect of the RNA polymerase I transcription factor TIF-IA 
and its uses. 

The patent claims therefore comprise all products etc. that have this feature or 
property while the patent application is supported by the description only for a limited 
number of such products etc. in the sense of Article 5 PCT. In the present case, the 
patent claims lack the appropriate support and the patent application lacks the 
rec^uired disclosure to such an extent that a meaningful search encompassing the 
entire scope of protection sought seems impossible. The claims also lack the 
required novelty (Article 6 PCT) since the product is defined by the respective 
desired result. The patent application lacks the required clarity to such an extent that 
a meaningful search encompassing the entire scope of protection sought seems 
impossible. For this reason, the search was restricted to parts of the claims that 
seemed to be clear, supported and disclosed according to the above mentioned 
terms, i.e. those parts that relate to the products that are antibodies against the RNA 
polymerase I transcription factor TIF-IA. 

The applicant s attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims relating to 
inventions in respect of which no international search report has been established 
need not be the subject of an international preliminary examination (Rule 66.1(e) 
PCT). EPO policy, when acting as an International Preliminary Examining Authority, 
is normally not to carry out a preliminary examination on matter which has not been 
searched. This is the case, irrespective of whether or not the claims are amended 
following receipt of the search report (Article 19 PCT) or during any Chapter II 
procedure whereby the applicant provides new claims. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/12 C07K14/47 C12N9/00 C07K16/18 C12Q1/68 
G01N33/68 C12N15/11 A61K31/70 A61K38/17 

Nach der Intemationaten PatentMassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikatton undder IPK 



B. RECHERCHIERTE6EBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassififcationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 C12N C07K 



Recherchierle abar ntcht zum MindestpiCfstoff gehdrende Veidffentlichungen, soweit diese unter die recharehierten Gefaiete fallen 



Wdhrend der intemationaten Recherche konsulberte elektronische Oatenbank (Name der Oatenbank und evtt. veiwendete Suchbegiifte) 

BIOSIS, STRAND, UPI Data, EPO-Internal 



C. ALSWESEHTUCHANGeSEHENEUNrERLAGSI 



Katagoito* Bozakitttiung der VMfillenlUehiaig, sowett erfontoilk^ unter Angate dar in Ba^^ 



Balr.Ans|MuohNr. 



YAMAMOTO ROBERT T ET AL: "RRN3 gene of 

Saccharomyces cerevislae encodes an 

essential RNA polymerase I transcription 

factor which interacts with the polymerase 

independently of DNA template." 

EMBO (EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY 

ORGANIZATION) JOURNAL, 

Bd. 15, Nr. 15, 1996, Seiten 3964-3973, 

XP002143816 

ISSN: 0261-4189 

das ganze Dokument 
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Siehe Anhang PatanCfamiUa 



Besondere Kategofien von angegebenen Verdftentiichungen 

*A* Veroffenttichung. die den allgemeinen Stand derTechnik definiert 
aber nicht als besondera bedeutsam anzusehen 1st 

"E* aiteras Dokument das |edoch erst am Oder r»ch dem intematfonalen 
Anmeldedatum veroffenificht worden ist 

"L* Veroffentlichung. die geetgnet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
soheinen zu lassen. oder durch die das Veroffenttichungsdatum einer 
arKleren im Rech e rche n bertcht genanritan Verdffamtichung ftMlegt weiden 
soN Oder die aus etnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgeluhrt) 

'O* VerdffentUchung. die sich auf eir>e murKHiche Offenbarung. 

eine Benutzung, etne Ausstellung oder andere MaBnahmen beaeht 
'P* Ver&ffenllichung. die vor dem intemalionalen Anmeldedatum. aber nach 
dam beanspiuchten Prioritatsdatum verdHentlicht worden ist 



T* Spdteie Verolfenllichung, die nach dem intemalionalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum ver&ffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koOidiert sondem nur zum Veistandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzipe oder der ihr zugrundeliegenden 
Theode angegeben ist 

'X* Veroffentlichung von beeonderer Bedeutung; die beanspruchte ErfSnding 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung ntoht als neu oder auf 
erfinderiecher Tdligkett beiuhend fc>etrachtet werden 

*Y' Ver6ffentiichung von beeonderer Bedeuiung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit bemhend betrachtet 
weiden. werm die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Ver6ffentUchungen dieser Kategorie in Verbindung gebraoht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

Ver6frenilk:hung. die Mitgtied derselben Patentfamiiie ist 



Datum dee Abschhjssee der intematianalen Recherche 

1. August 2000 


Abeendedatum des intematianalen Recherchenberichts 

18/08/2000 


Name und Postanschhtt der International en Recherchenbehorda 
Europaisches Patentamt P.B. SB16 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel. (431 -70) 340>2040* Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-^16 


Bevollm&chtigter Bediensteter 

Le Cornec, N 



FbrmMatt PCT/ISA/210 (Blalt 2) (Juil 1992) 



Selte 1 von 2 



NSnOCID: <WO (KWiRaifiAi 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



C.<Fortsatzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UhTTERLAGEN 



lnt« 


|n Aktenxelchen 


PCT/^ 


Po/00767 



Katagohe" Bezeichnung der Veroff entlichung. soweit erf orderiich unter Angabe der in Betrecht kommendan Teile 



Betr. Anspfuch Nr. 



SCHNAPP ANDREAS ET AL: "Function of the 
growth-regulated transcription initiation 
factor TIF-IA in initiation complex 
formation at the murine ribosoroal gene 
promoter . " 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 

Bd. 13, Nr. 11, November 1993 (1993-11), 

Seiten 6723-6732. XP000929632 

ISSN: 0270-7306 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

D. BUTTGEREIT ET AL: "Growth-dependent 
regulation of rRNA synthesis is mediated 
by a transcription initiation factor 
(TIF-IA)" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH.. 
Bd. 13, Nr. 22, 

25. November 1985 (1985-11-25), Seiten 

8165-8180, XP002143818 

OXFORD UNIVERSITY PRESS, SURREY., GB 

ISSN: 0305-1048 

in der Anmeldung erwahnt 

das ganze Dokument 

NCI-CGAP: "National cancer institute, 
cancer genome anatomy project (CGAP), " 
EMBL DATABASE ENTRY HSAA25257. ACCESSION 
NUMBER AA213789. 

3. Februar 1997 (1997-02-03), XP002143819 
Zusamroenfassung 

MOOREFIELD BETH ET AL: "RNA polymerase I 
transcription factor Rrn3 is functionally 
conserved between yeast and human." 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF THE UNITED STATES, 
Bd. 97, Nr. 9, 

25. April 2000 (2000-04-25), Seiten 
4724-4729, XP002143820 
April 25, 2000 
ISSN: 0027-8424 
das ganze Dokument 
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WEITERE ANG ABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl die Anspruche 13-16 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen (regel 39.1 IV PCT), wurde die 
Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusannensetzung. 

Obwohl die Anspruch 17 (so weit es sich urn in vivo methoden handelt) sich 

auf ein Diagnosti zierverf ahren Regel 13.1 IV PCT), das am 

rr ischlichen/tierlschen Korper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 

:herche durchgefuhrt und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen 
c Verbindung/Zusammensetzung 

Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 10, 12, 15-18 teilweise 



Die geltenden Patentanspruche 10 und 12 beziehen sich auf ein Produkt und 
Anspruche 15-18 auf die verwendungen dieses produkts, jeweils 
charakterisiert durch eine erstrebenswerte Eigenheit Oder Eigenschaft, 
namlich ein Ligand , der an den RNA Polymerase I Transkriptionsf aktor 
TIF-IA bindet oder ein Antagonist, der die Wirkung des RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktors TIF-IA abschwacht oder blockiert und seine 
Verwendungen. 

Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte etc., die diese 
Eigenheit oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung 
durch die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT nur fiir eine begrenzte 
Zahl sol Cher Produkte etc. gestutzt wird. Im vorliegenden Fall sind die 
Patentanspruche nicht entsprechend gestutzt bzw. fehlt der 
Patentanmeldung die notige Offenbarung in einem solchen MaBe, daB eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
erscheint. Desungeachtet fehlt den Patentanspruchen auch die in Art. 6 
PCT geforderte Klarheit, nachdem in ihnen versucht wird, das Produkt iiber 
das Jeweils erstrebte Ergebnis zu definieren. Auch dieser Mangel an 
Klarheit ist dergestalt, daB er eine sinnvolle Recherche uber den 
gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, welche im o.a. 
Sinne als klar, gestutzt oder offenbart erscheinen, namlich die Teile 
betreffend die Produkte, die Anti korper gegen den RNA Polymerase I 
Transkriptionsf aktor TIF-IA sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberi chtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fiir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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